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(57) Abstract 

TTie invention concerns a method for qualitatively and quantitatively 
detecting DNA lesions comprising the following different steps: preparing DNA- 
subjectmg said DNA to damaging treatment; and fixing said damaged DNA on 
a sensitised solid support; or preparing DNA; fixing said non-damaged DNA on 
a sensitised solid support; and subjecting said DNA to damaging treatment; or 
treatmg cells; lysis and capture of cell DNA. The invention is characterised in 
that it consists in: treating said damaged DNA with a composition comprising a 
cell extract or a purified protein having at least an activity for recognising and/or 
repairing lesions; and detecting on the damaged DNA. directly or indirectly, the 
presence of the proteins recognising and/or repairing the resulting lesions; a 
washing step intervening between all the different steps. The invention also 
concerns the elements for implementing said method. 

(57) Abrege 

L'objet de r invention est un proc6d6 de detection qualitative et quan- 
titative de l6sions sur r/VDN comprenant les diff^rentes 6tapes suivantes- 
prdparation de I'ADN; traitemcnt cndommageant cet ADN, et fixation de cet 
ADN I6s6 sur un support solide sensibilis6, ou pr6paration de TADN; fixation 
de cet ADN non \€s€ sur un support solide sensibilis6, et traitement endom- ox/ di/ 

mageant I ADN. ou traitement des cellules lyse et capture de TADN cellulairc 

S£"S,s^^?nt''i^ ^* ^"^"^'TI ^""^ ""^ composition comprenant au moins un extrait cellulaire ou une proteine 

fi^ rltt^i^^^ ^ '"f """" ^""^'^'^^ reconnaissance et/ou de reparation des l&ions. et ^ d6tecter sur TADN I6s6 ditectement ou 
S^LS^^ reconnaissance et/ou de reparation des lesions produites. toutes les 6^^^ S sdpTrS^^r au 

moms une dtape de lavage. L invention conceme aussi les elements pour la mise en oeuvre de ce proc^dd. f i«* 
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PROCEDE DE DETECTION DE LESIONS DE L ADN AU MOYEN DE 
COMPLEXES DE PROTEINES ET ELEMENTS PERMETTANT LA MISE EN 

OEUVRE DU PROCEDE 

La presente invention concerne un proc6de de detection de 
modifications structurales de I'ADN en utilisant le complexe l6sion/proteines de 
reconnaissance et/ou de reparation. 

L'invention couvre aussi les elements permettant la mise en oeuvre 
5 dudit precede. 

Pour la suite de la description, et pour les revendications, on appelle : 

• "produit lesant", tout agent chimique pur spScifique, tout melange 
artificial d'agents chimiques, ou toute composition naturelle d'agents 
chimiques ou encore, tout agent physique tel que les rayonnements, 
notamment les rayonnements ionisants et ultraviolets, tout agent 
biologique tel que virus et proteines exogenes. 

• "support sensibilise" : tout support notamment solide ayant ete traits 
par des substances presentant une tres forte affinite pour les acides 
nucleiques (ADN ou ARN) ; 

• "extrait cellulaire" : tout extrait cellulaire partleliement purifie, 
proteines naturelles ou produites par genie genetique, purifi§es ou 
non. 

On sait que I'ADN, support de I'lnformation g6netique, peut etre lese par 
des processus m6taboliques endogenes, tels que I'aikylation ou I'oxydation 
20 des bases, mais plus particulierement par tout agent g6notoxique exogene 
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{x6nobiotjque, agents physiques et chimiques) ayant des consequences 
evidentes sur la viabilite ceiluiaire si les lesions ne sont pas r6par6es. 

Outre la mort ceiluiaire induite par ces genotoxiques, un processus de 
mutagenese peut §tre Indult ou resulter d'une rr^auvaise reparation des lesions. 
J L'apparitlon de mutants est susceptible d'entramer un dysfonctionnement 
ceiluiaire et, en particulier, d'Initier un developpement tumoral. 

If est done important d'analyser et de detecter toute modification 
structurale de I'ADN qui peut etre a rorigine de mutations. La detection de 
lesions peut concemer des preparations d'ADN purifiees et traitees in vitro par 
un agent genotoxique mais aussi I'ADN ceiluiaire provenant de tissus pr^leves 
par biopsie ou d'organlsmes entlers ou de cellules en culture in vitro ou ex 
vivo, apres traitement par tout agent genotoxique. 

Ainsi, dans I'industrie du medicament, on peut avoir besoin de 
determiner qualitativement et quantitativement soit le pouvoir genotoxique, 
soit le potentiel protecteur vis a vis d'un effet genotoxique, d'un compose ou 
d'un melange de composes. De plus, on peut s'interesser aux capacites de 
reparation des lesions suite a un traitement genotoxique dans un type ceiluiaire 
donne. Une telle determination est utile pour des cellules en culture, ou bien 
isolees ex vivo. Des applications de ce type de determination sont par exemple 
la detection de xenobiotiques genotoxiques, le suivi de patients traites par 
chimiotherapie, ou bien le suivi de personnes travaillant en milieu pollu^ par 
des substances genotoxiques. 

On connaTt diffirents tests concernant I'ADN, et notamment la demande 
de brevet EP 0.472.482, qui conceme le dosage de microquantites d'ADN 
extracellulaire present dans un liquide biologique, notamment dans le plasma 
sanguin. 

On connait, par la demande de brevet fran9ais N" 95 03230, un 
precede pour determiner la presence de lesions d'ADN ^ partir d'un signal de 
reparation. Ce procede utilise retape de synthdse reparatrice qui survient apres 
toute excision d'une lesion presente dans TADN. 

Cette synthase, aussI appeiee UDS (Unscheduled DNA Synthesis) a ete 
utilises pour detecter au niveau ceiluiaire apres incorporation de nucleotides 
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marques dans I'ADN endommage et repare, la presence de lesions sur I'ADN. 
ainsi que I'activite de reparation des cellules etudiees. Cette synthase 
reparatrice a ete d'autre part utilisee dans un test decrit par Wood et col. (Cell 
1988, 53, 97-106), qui utilisait deux plasnnides purifies, de tallies differentes, 
5 run endommage, I'autre non endommage, en tent que reference, incubus en 
presence d'un extrait cellulaire purlfle. En presence d'une concentration 
d6termin6e de dNTP, d'ATP et de magnesium, la reaction d'excision des 
lesions a pu etre reproduite en totalite, allant de la reconnaissance, en passant 
par I'incision-excision resynthese jusqu'a la ligation. Apres purification, et 
10 separation des ADN plasmidiques sur gel d'agarose, la radioactivity Incorporee 
dans les plasmides endommages et les plasmides contr6l6s peut §tre mesuree 
apres autoradiographie du gel d'agarose. Le pourcentage de lesions ainsi 
r^parees in vitro par ce m^canismes est de I'ordre de 5 %. 

L'activit6 d" incision-excision peut §tre directement mesuree par 
15 modification de I'essai decrit ci-dessus suivant un protocole public par les 
auteurs du present brevet (Calsou et Salles, 1994, Biochem. Biophys. Res. 
Com., 202,788-795 et Calsou et Salles, 1994, Nucleic. Acid Res., 22, 4937- 
4942). Le precede utilise pour detecter des lesions de I'ADN a partir du signal 
de reparation decrit dans la demande de brevet franpais pr6cit6e N<*95 03230, 
20 utilise la propriety des extraits de r6aliser les 6tapes de reparation, et permet 
de detecter ces lesions S partir du signal obtenu lors de I'^tape de resynthese 
qui suit I'excislon. Ce precede comprend les diff6rentes Stapes suivantes : 

• preparer I'ADN, par une m^thode qui consiste : 

- soit S fixer de I'ADN cible sur un support solide sensibilise, puis 
3 soumettre cet ADN a Taction d'au moins un agent lesant, 

- soit a soumettre les cellules directement a Taction d'un produit 
I6sant, a lyser ces cellules dans une solution, puis a fixer I'ADN 
sur un support solide sensibilise, 

• soumettre cet ADN les6 fixe § Taction reparatrice d'un extrait 
cellulaire, cet extrait comprenant un marqueur, 

• reveler directement ou indirectement I'incorporation de ce marqueur 
dans I'ADN repare. 
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Dans le but de se soustraire a toute condition biochimique dependant de 
la synthase d'ADN, d'ameiiorer la sensibilite de detection, d'obtenir d'autres 
informations sur le systeme de reparation qui prend en charge ies lesions 
etudiees, d'elargir la gamme de lesions d'ADN d^tectables. on utilise la 
capacite des proteines de reconnaissance et/ou de reparation, d'interagir avec 
tout type de lesion. 

En effet, le test, selon la presente invention, utilise des proteines 
capables de reconnaitre des lesions produites in vitro sur de I'ADN purifie ou 
bien a partir de cellules isolees ex vivo, avec une sensibilite accrue, une 
possibilite d'etudier en premiere approximation le systeme de reparation mis en 
jeu, une plus large gamme de lesions detectees et egaiement un gain de temps 
important. 

En effet, la detection qualitative et quantitative selon I'invention, 
s'effectue au niveau de la premiere etape de reconnaissance, et non pas sur 
I'etape de synthdse r6paratrice. Les conditions d'interaction entre Ies proteines 
et I'ADN lese peuvent done ainsi etre optimisees sans tenir compte des 
paramdtres biochimiques requis pour I'ensemble de la reaction de reparation. 

On connaTt a ce jour au moins une dizaine de proteines adaptees a ce 
type de fonction dans le cadre de I'excision de nucleotides, au moins autant 
pour ce qui concerne I'excision de base, ainsi que d'autres proteines 
impliquees dans la reconnaissance des cassures de I'ADN. 

Le procede selon la presente invention comprend les etapes suivantes : 

- preparation de I'ADN, 

- traitement endommageant cet ADN, et 

- fixation de cet ADN lese sur un support solide sensibilise, 
ou 

- preparation de I'ADN, 

- fixation de cet ADN non \6se sur un support solide sensibilise, et 

- traitement endommageant I'ADN, 
ou 

- traitement des cellules , 

- lyse et capture de I'ADN cellulaire. 



.804908(»1J_> 



wo 99/49080 » ^ PCT/FR99/0069I 

et se caracterise en ce qu'il consiste a : 

- faire agir sur cet ADN lese une composition comprenant soit un extrait 
cellulaire possedant au moins une activite de reconnaissance et/ou de 
reparation des lesions, soit une prot6ine purifiee avec un spectre de 

S reconnaissance connu, et 

- a detecter sur I'ADN lese, directement ou indirectement, la presence 
des proteines de reconnaissance et/ou de reparation des lesions 
produites, 

routes les 6tapes etant separees par au moins une etape de lavage si 
10 necessaire. 

Plus particulierement le precede de detection qualitative et quantitative 
de lesions, se caracterise en ce qu'il consiste a detecter directement sur I'ADN 
I6se les proteines de reparation ou toute autre construction de reconnaissance 
a I'aide d'anticorps ou de systdmes de marquage et a reveler par 
15 chimioluminescence les complexes form6s. 

Les anticorps comprennent des anticorps primaires et secondaires. 
Un premier mode de mise en oeuvre consiste a detecter les proteines 
li^es a I'ADN lese par un premier anticorps specifique suivi d'une revelation de 
type ELISA utilisant un second anticorps coupl^e a une activity enzymatique 
20 (par exemple HRP) permettant une quantification en luminescence. 

On peut aussi detecter dans le surnageant la presence des proteines de 
reparation apres separation sur gel et immunoblotting et/ou S etudier la 
diminution de concentration de ces proteines en fonction d'un nombre 
croissant de lesions sur I'ADN. 
25 Une variante utilisable pour des lesions connues consiste a utiliser 

directement une proteine purifiee de reparation et/ou de reconnaissance 
specifique et a detecter par la technique ELISA h I'aide d'un anticorps primaire 
dirige contre la proteine puis d'un anticorps secondaire couple a une activite 
enzymatique 

30 De facon pr6ferentielle, le support solide est une plaque de microtitration 

a puits, ou bien tout systeme utilisant des billes, afin d'augmenter la surface 
de capture de I'ADN, et la sensibilite de detection. 
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On sensibilise le support solide par des substances presentant une tres 
forte affinite vis a vis de I'ADN. de facon a provoquer une fixation de cet ADN 
par adsorption. Ces substances sont choisies parmi les substances cationiques 
ou les proteines, au pH utilise pour I'adsorption du materiel nucleique. 
5 Les substances cationiques sont choisies parmi les polyacides amines de 

type polylysine ou polyargine, l6vogyres, dextrogyres ou 
levogyres/dextrogyres. Dans le cas de la polylysine, son poids moleculaire 
retenu se situe dans la fraction 1 5 000 ^ 30 000 Daltons. 

La sensibilisation du support est realisee par incubation en tampon 
10 phosphate 1 0 mM, chlorure de sodium 1 37 mM et un pH compris entre 6,5 et 
8, plus particulierement 7, 

De facon preferentielle, I'ADN adsorb^ est de I'ADN genomique obtenu 
apres lyse de cellules traitees ou non trait6es par un agent g6notoxlque. 

L'invention couvre aussi les elements n6cessaires S la mise en oeuvre du 
15 proc^d§, c'est a dire : 

- des ADN modifies, 

- I'extrait cellulaire proficient pour toutes les activites de detection et/ou 
reparation de cet ADN I6s6, 

- les tampons d' incubation et de lavage, et 

20 - la micropiaque sensibilisee par adsorption d'ADN plasmlde et cellulaire. 

En outre, les elements peuvent comprendre des tampons de lyse pour 
d'une part la d6sorption des complexes, et d'autre part la lyse des cellules 
lorsque la detection est men6e sur de I'ADN cellulaire aprds endommagement. 
L'invention est maintenant d6crite en regard des dessins annexes sur 
25 lesquels : 

- la figure 1 represente une vue schematique des etapes du precede 
selon le mode principal et une variante, 

- la figure 2 represente une vue des rapports de reparation, 

- la figure 3 represente I'immunoreactivite de deux prot6ines de 
30 reparation. 
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- la figure 4 represente un diagramme du rapport de reparation obtenu 
avec un extrait celluJaire purifi^ en fonction de differents types 
d'agents l^sants, 

- la figure 5 represente un diagramme des resultats obtenus par ie 
5 proc6de selon I 'invention, 

- la figure 6 represente un diagramme identique a celui de la figure 5, 
mats avec une prot^ine diff^rente, 

- la figure 7 represente un diagramme des resultats obtenus par Ie 
procede selon I'invention en consid6rant la detection des cassures de 

10 I'ADN, et 

- la figure 8 represente un diagramme des resultats obtenus par Ie 
proc6d§ selon I'invention en considdrant la detection des cassures 
simple-brin de I'ADN. 

Sur la figure 1,.le mode principal qui comprend les etapes A, B C et D1 , 
15 correspond a la detection directe par la technique ELISA d'un complexe 
proteines de reparation/lesions, avec detection en chimioluminescence. 

La variante D2 montree aussi sur ia figure 1, requiert des Stapes 
additlonnelles et eiie est principalement utilisee pour contrdler les resultats 
obtenus par la reaction en D1. Cette variante correspond a la succession 
20 d'etapes suivantes : d^sorption des prot6ines de reconnaissance et/ou de 
reparation de la microplaque, separation en gel PAGE SDS, transfert sur 
membranes de nitrocellulose, puis detection par la technique 
d'immunoblotting. 

On a represente une etape A qui consiste a fixer sur un support 
25 sensibilise de I'ADN d origine plasmidlque purifle et tralte pour g^nerer des 
lesions ou bien de I'ADN cellulaire, provenant de cellules trait^es par des 
agents genotoxiques directs ou Indlrects. puis lys^s § I'alde d'un tampon de 
lyse. 

On peut alter un exemple de tampon de lyse cellulaire dit LB qui 
30 comprend au molns : 

-10 mM de tampon phosphate 
- 10 % d'uree 
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- 1 % de detergent 

- 10 mM EDTA, pH8 

- 100 //g/ml Rnase A 

- H2O distillee. 

5 L'ADN est ensuite immobilise directement at sans purification sur le 

support comme cela est d^crit dans la demande de brevet francais 
N° 95 03230. 

Le support peut etre une plaque de microtitration a puits ou tout autre 
support mettant en oeuvre des billes afin d'augmenter la surface de capture de 
10 l-ADN et done la sensibility de detection dans un volume reactionnel ie plus 
faible possible. 

Le support est sature pendant au moins 15 minutes i 30°C avec une 
solution tampon phosphate saline. PBST, ^ laquelle on ajoute 0,025 % de 
serum albumine bovine ac^tyl^e. 
15 Au cours de I'^tape B. le support est utilise dans une reaction de 

reparation qui consiste en une incubation en presence d'extraits cellulaires 
purifies, pendant deux heures a SO^C pour donner un exemple, en presence 
entre autres d'une composition connue de dNTP. 

Pendant I'etape de reparation, un des nucleotides utilise est modifi^, par 
20 exemple le biotine-21-dUTP, et celui-ci est incorpor6 en biotin-1 1-dUMP 
pendant I'etape de synthese reparatrice. 

La quantite incorpor^e de dUMP modifie est fonction de I'activite de 
reparation et peut Stre d6tectee par chimioluminescence, ainsi qu'il a 6te decrit 
dans la demande de brevet francais N° 95 03230. 
25 L'objet de I'etape C est non plus de detecter la presence de dUMP 

biotinyle avec I'extravidine, mais de determiner sur le meme support, Ies 
proteines presentes sur Ies lesions qui sont sp6cifiques de ia reparation. 

Dans le cas de I'etude de I'activite reparatrice, on obtient des resultats, 
ainsi qu'il est mentionne en figure 2, c'est a dire Ies capacit6s de reparation de 
30 I'ADN en fonction du temps, suivant le nombre de lesions produites par la 
lumiere ultraviolette. 
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Ainsi, la figure 2 represente une vue de rapports de reparation, signal 
obtenu pour le plasmide endommage divis6 par le signal obtenu pour le 
plasmide controle non traits, ceci en fonction d'une part du temps d'incubation 
de la reaction, et d'autre part du nombre de l6sions produites sur I'ADN par la 
5 lumiere ultraviolette, et ce pour 3 doses differentes d' irradiation. 

La reparation est conduite dans les conditions normales : temperature 
30*>C, 150 //g d'extrait cellulaire purifie, 40 ng de plasmide traite ou non 
tralt6, adsorbes sur le support. 

La figure 3 represente I'immunoreactivite de deux proteines de 
10 reparation qui ont ete choisies comme references pour la reconnaissance des 
lesions ultravlolettes de I'ADN : 

- XPA, proteine intervenant dans la reconnaissance des lesions, et 

- p62, proteine du facteur de transcription TFIIH, intervenant dans le 
complexe de preincision. 

15 La presence de ces proteines est suivie a I'aide d'anticorps specifiques 

sur le plasmide traite et non traite, dans les conditions de la reaction de la 
figure 2, apres deux heures d'incubation avec les plasmides traites a 3 doses 
differentes d'irradiation en lumiere ultraviolette. 

On constate la correlation attendue entre le nombre de lesions presentes 
20 par plasmides et le nombre de molecules de proteines de reparation 
intervenant dans les etapes precoces de la reaction d'excision de nucleotides. 

Selon la presente invention, on utilise une approche differente de celle 
de la synthese reparatrice. 

En effet, le precede selon I'invention consiste soit a : 
25 a) determiner directement par immunodetection dans le support, le taux 

de proteines de reparation et/ou de reconnaissance interagissant 
specif iquement avec des lesions produites sur I'ADN, etape D1 de la figure 1 . 

Dans ce mode principal de determination, on choisit un anticorps 
primaire specifique, et on incube celui-ci sous agitation. Cet anticorps est par 
30 exemple dirige centre la proteine XPA, ou bien centre la proteine p62, et diiue 
dans une solution de PBS et de BSA selon le titre de I 'anticorps utilise. Les 
supports sont ensuite laves a I'aide d'une solution de PBST, puis on precede a 
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l'.ncubatlon d'un anticorps secondaire conjugue par exemple avec la 
peroxydase et dilue en fonction de I'anticorps utilise. Las supports sont de 
nouveau laves. La revelation et la quantification sont r^alisees par 
chimioluminescence, 



ou 



b) a determiner le taux de prot^ines apres avoir realise une etape de 
desorption dans une solution adaptee, et a detecter par immunoblotting sur 
fltre de nitrocellulose. Cette etape D2 de la figure 1 sert en quelque sorte de 
oontrole de la reaction Dl qui est d'une utilisation beaucoup plus facile et 
10 automatlsable. 

Par exemple, la desorption des prot^ines de reparation est reallsee en 
utilisant un tampon DB : 62,5 mM tris-HCI, pH 6,8 4M urea, 10 % glycerol, 2 
% SDS, 5 % p-mercapto-ethanol, 0,003 % bleu de bromophenol. Cette etape 
dure 30 minutes environ a SO^C, sous agitation. Ces proteines sont ensuite 
15 denaturees par passage a la chaleur, 80oc pour fixer I'ordre de grandeur 
pendant 20 mn, et ensuite agitation 5 mn a 30°C. Plus partlculierement la 
detection par Immunoblotting est reallsee par une eiectrophorese SDS-PAGE 
qui permet de separer les proteines en fonction de leurs tallies, et de reveler, 
apres transfert sur membranes, les proteines d'lnteret en presence d'antlcorps 
20 specflques. Les complexes obtenus sont reveies comme precedemment par 
luminescence. 

La figure 4 represents un diagramme du rapport de reparation obtenu 
avec un extrait cellulaire purlfie en fonction de differents types d'agents 
lesants. 

25 Les modifications produites par la lumiere UVC et le CDDP sont 

reconnues par le systeme d'excision de nucleotides, alors que celles Induites 
par le MMS sont reconnues par le systdme d'excision de base. 

Quel que solt I'agent lesant, un rapport de reparation est obtenu 
s.gn,fiant la presence de lesions sur I'ADN, ainsi qu'il avalt de/a ete obtenu par 
30 le precede de quantification de synthese reparatrlce de Tart anterleur. 

Sur les figures 5 et 6, on montre que lorsque les proteines testees 
appartlennent au systeme d'excision de nucleotides, comme le sont XPA et - 
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TRIH-P62, celles-ci sont bien retrouvees lorsque les lesions sont reconnues par 
ce systeme, par exemple lesions par la lumiere UVC ou le CDDP, mais ne sont 
pas retrouvees lorsque I'ADN est lese par un agent qui induit des modifications 
non reconnues par la reparation par excision de nucleotides, MMS par 
5 exemple. 

Ces resultats indiquent la specificity de ia reaction de reparation, at on 
obtiendra une image inverse si Von utilise des anticorps diriges contra des 
glycosylases specifiques des agents alkylants, lasquels donneront un signal 
avec rutilisation de plasmides leses par le MMS par example, alors qu'elles ne 
10 donneront aucun signal lorsque le plasmide sera lese par la lumiere UVC ou le 
CDDP. 

Sur les figures 7 et 8, on montre que I'on peut d6tecter les prot6ines 
associees plus sp6cifiquement aux cassures double-brin ou simple-brin dans 
I'ADN. Ainsi, une reactivite vis a vis du complexe Ku70/Ku80 indique la 
15 presence de cassures double-brin alors que la reactivite vis a vis de la proteine 
poly-ribose polymerase, PARP, indique la presence de cassures simple-brin 
dans I'ADN. 

Outre la simplicite et la sensibilite de detection de prot6ines de 
reparation, selon Tanticorps utilise, on peut discriminer ie systeme de 
20 reparation implique dans la reparation de lesions inconnues, et ainsi orienter les 
conclusions de I "etude vers la nature chimique probable de la lesion. 

Une autre approche consiste a utiliser non pas des extraits de cellules 
possedant toutes les activites de reparation, mals des cellules deficientes dans 
run des systemes, par exemple das cellules provenant de patients attaints de 
25 xeroderma pigmentosum, lesquelles sont deficientes dans ies 6tapes precoces 
d 'excision de nucleotides. 

Par exemple, en utilisant des extraits provenant de cellules XPA, on 
n'obtient aucun signal avec I'anticorps XPA, puisque cette proteine n'est pas 
produite par la cellule, mais on n'obtient egalement aucun signal avec 
30 I'anticorps TFIIH-p62 puisqu'il faut d'abord concretisar Tetape de 
reconnaissance par XPA. En affet cette etape de reconnaissance est 
necessaire a la fixation des autres proteines du complexe de reparation. 
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On peut realiser des experimentations avec des mutants du systeme 
d'excision de base, ou des mutants d'autres prot6ines de reparation de lesions 
telles que des cassures de I'ADN simple ou double-brin. 

Une autre approche consiste ^ utiliser une prot^ine purifi6e presentant 
5 un spectre de reconnaissance specifique de certaines lesions de I'ADN. 

La conception meme de cet essai montre son extr§me flexibilite, et 
adaptabilite a partir du moment oD Ton dispose des anticorps d'interets, les 
6tudes pouvant etre crois6es avec des extraits cellulaires provenant de 
mutants deficients dans telle ou telle activite de reparation, ou avec des 
0 proteines purifi^es et/ou recombinantes presentant une affinite vis-a-vis d'une 
lesion ou d'une gamme de lesions specifiques dans I'ADN. 

L'invention a egalement pour objet I'ensemble des 6l§ments necessalres 
pour la mise en oeuvre de ce proc§d6, ces Elements pouvant §tre 
avantageusement regroup6s dans un contenant adapts pour des facilites de 
5 commercialisation. 

Ainsi parmi les Elements necessaires, on trouve les anticorps primaires 
et secondaires, la nature des anticorps primaires pouvant varier suivant I'^tude 
envisag^e. Ainsi dans le cas des 6l6ments de base, il est pr6vu de foumir des 
anticorps diriges centre une proteines de reparation du systeme d'excision de 
0 nucleotides, systeme reconnaissant la quasl-totalit6 des modifications de 
I'ADN. 

Dans un cas plus specifique, il est pr6vu des anticorps diriges contre 
certaines proteines avec un spectre de reconnaissance plus etroit que sont les 
glycosylases ou des proteines de reconnaissance des cassures de I'ADN. 
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REVENDICATIONS 



1 . Precede de detection qualitative et quantitative de lesions sur TADN 
comprenant les differentes etapes suivantes : 

- preparation de I'ADN, 

- traitement endommageant cet ADN, et 

5 - fixation de cet ADN lese sur un support solide sensibilise, 

ou 

- preparation de I'ADN, 

- fixation de cet ADN non I6s6 sur un support solide sensibilis6, et 

- traitement endommageant I'ADN, 
10 ou 

- traitement des cellules, 

- lyse et capture de I'ADN cellulaire, 
caracterise en ce qu'il consiste a : 

- faire agir sur cet ADN lese une composition comprenant au moins un 
15 extrait celluiair« ou une prot6ine purifiee poss6dant au moins une 

activite de reconnaissance et/ou de reparation des l6sions, et 

- ^ d6tecter sur I'ADN \6s6, directement ou indirectement, la presence 
des proteines de reconnaissance et/ou de reparation des lesions 
produites, 

20 toutes les etapes etant s6parees par au moins une etape de lavage. 

2. Precede de detection qualitative et quantitative de lesions selon la 
revendication 1, caracterise en ce qu'il consiste a detecter directement sur 
I'ADN les proteines de reparation ou tout autre construction de reconnaissance 
a I'aide d'anticorps ou de systemes de marquage et par r6v6lation des 

25 complexes formes par chimioluminescence. 

3. Precede de detection qualitative et quantitative de lesions de la 
revendication 2, caracterise en ce que les anticorps cemprennent des anticorps 
primaires et secondaires. 
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4. Proc«a de d«eo«on qualitative et quantitative da Wsions selon la 
revendioation 1, carao..ris. e„ ce qu.i consi^e . d..ecter ies prot«„es ,i*es . 
lADN ,ese apris d.s„rp,io„ des complexes par analyse de type 
immunoblotting. 

5. Proc^d# de dftection qualitative et quantitative da lesions selon ,a 
revend^ation 4. oaraot^ris. en ce qu.l consiste , d.tecter dans ,e surnageant 
-a presence des prot^ines de reparation apr.s separation sur gel et 
>mmunoblotting. 

6. Proc^d^ de detection qualitative et quantitative de lesions selon la 
revend,cation 4. oaract.rls. en ce qu.l consiste a d^ecter dans le surnageant 
la presence des prot«nes de reparation et . etudier la diminution de 
concentration de ces prot.ines en fonction d'un nombre croissant de ..sions 
sur I AUN- 

7. Precede de detection qualitative e, quantitative de lesions selon l une 
quelconque des revendications precedentes. caracterise en ce qu'cn utilise 
comme support solide. une plaque de microtitration , puits. ou tout systeme 
unlisant des billes, a«n d'augmenter la surface de capture de I'ADN et la 
sensibility de detection. 

8. Precede de detection qualitative et quantitative de lesions selon Tune 
quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce qu'on sensibilise 
.e support solide par des substances presentan. une tr*s forte affinit* vis a vis 
de ADIM. de fapon ^ provoquer une fixation de cet ADN par adsorption 

9. Precede de detection qualitative et quantitative de lesions selon la 
revendications 8, caracterise en ce qu'on choisit les substances parml les 
substances cationiques ou les pro.eines, au pH utilise pour Tadsorption du 
materiel nucl^ique. 

10. Precede de detection qualitative e, quantitative de lesions selon la 
revendication 9, caracterise en ce qu'on choisi, les substances cationiques 

30 dZ' '^'^ ""'^'^^'"^ °" ""'varalne, levogyres, 

30 dextrogyres ou levogyres/dextrogyres. 
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1 1 . Proc6d6 de detection qualitative et quantitative de lesions selon la 
revendication 10, caracterise en ce que, dans le cas de la polylysine, on retient 
un poids moleculaire situe dans la fraction 15 000 i 30 000 Daltons. 

12. Procede de detection qualitative et quantitative de lesions selon 
rune des quelconques revendications 9, 10 ou 11, caracterise en ce qu'on 
realise la sensibilisation du support par incubation en tampon phosphate 
10 mM, chlorure de sodium 137 mM et un pH compris entre 6,5 et 8, plus 
particulidrement 7. 

13. Procede de detection qualitative et quantitative de lesions selon 
I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce que I'ADN 
adsorbe est de I'ADN g^nomique obtenu apres lyse de cellules trait6es ou non 
trait^es par un agent g^notoxique. 

14. Elements pour ia mise en oeuvre du procede selon Tune quelconque 
des revendications precedentes, caract6rises en ce qu'ils comprennent : 

15 - des ADN modifies, 

- I'extrait celiulaire proficient pour toutes les activites de detection et/ou 
reparation de cet ADN l^se, ou bien une proteine purifiee de reparation 
et/ou de reconnaissance, 

- les tampons d' incubation et de lavage, et 

2° - "a rnicroplaque sensibilisee pour Tadsorption d'ADN plasmide ou 

celiulaire. 

15. Elements selon la revendication 14, caract6rises en ce qu'ils 
comprennent en outre des tampons de lyse pour d'une part la desorptlon des 
complexes, et d'autre part la lyse des cellules lorsque la detection est menee 
25 sur de I'ADN celiulaire apres endommagement. 
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FIG,7 
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